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1. UVOD

Posljednjih nekoliko godina analiza proteina spektrometrijom masa na¢inom odozdol
nagore (engl. bottom-up) postaje metoda od izbora za identifikaciju proteina u proteomskim
istrazivanjima Sirokih razmjera (Washburn i sur., 2001). Takav pristup jo$ se naziva i
,Shotgun“ proteomika analogno ,,shotgun® tehnici sekvenciranja genoma. Prvi korak je
digestija proteina u peptide specificnim proteazama, najéeSce tripsinom, Cije je cijepanje
uniformno i predvidljivo. Dobivena smjesa tako nastalih peptida moze varirati od nekoliko
stotina (za protein) do nekoliko tisuc¢a peptida (za proteom), zbog ¢Cega se peptidi razdvajaju
tehnikama tekucinske kromatografije nakon ¢ega se analiziraju tandemnom spektrometrijom
masa koja daje podatke o masi tripsinom dobivenih fragmenata kao i cjelovito ili ¢eSce
parcijalno ocitanje aminokiselinskog slijeda u fragmentu (Link i sur., 1999). Uz pomo¢ ovih
informacija moguce je usporediti ocitane fragmente s in silico translatiranim genima iz javno
dostupnih baza podataka i na posredan nacin potvrditi vrstu pa ¢ak i soj mikroorganizma ¢iji
se proteom analizira. Upravo zbog ove Cinjenice, spektrometrija masa odnedavno se sve
ucestalije rabi u klinickoj praksi.

Usprkos tome S$to napretci u podruc¢ju masene spektrometrije ¢ine generiranje rezultata
relativno jeftinim i brzim, bioinformaticka analiza dobivenih rezultata jo$ uvijek predstavlja
problem. Postoje¢e metode oslanjaju se na usporedbu spektara odnosno ocitanih peptida s
proteinskim sekvencama pohranjenim u javno dostupnim bazama podataka §to je dugotrajan i
racunalno vrlo zahtjevan postupak. Ovisno o veliini pretraZivane baze podataka, upravo je
gore spomenuta usporedba ograni¢avajuci faktor u analizi proteoma pomocu spektrometrije
masa. Svi dostupni bioinformaticki alati pritom se oslanjaju na poboljsanja same tehnologije
snimanja spektara, pri ¢emu uredaji nove generacije postizu vecu preciznost prilikom
snimanja masa, ili ovise o suzavanju podru¢ja pretrage. SuZavanje podrucja pretrage limitira
efikasnost metode, posto je potrebno imati prethodne informacije o analiziranom uzorku.

Cilj ovog diplomskog rada jest odredivanje vrste odnosno soja ispitivanog
mikroorganizma. U tu svrhu ¢e se usporediti jedan od vode¢ih bioinformatickih alata,
ProteinLynx Global Server s novorazvijenim alatom za analizu spektara peptidnih fragmenata
koji se temelji na latentnom semantickom indeksiranju (engl. latent semantic indexing) te ¢e
se ispitati njihova ucinkovitost u detekciji i identifikaciji mikroorganizma. Pritom koristen
radni mikroorganizam jest Candida albicans SC5314. Takoder ¢e se provesti i analiza genske

ontologije putem statistickih alata dostupnih u PANTHER platformi kako bi se odredila
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znacajna zastupljenost bioloSkih procesa i pripadaju¢ih gena u stanicama kvasca u trenutku

uzorkovanja.
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2. TEORIJSKI DIO

2.1. PROTEOMIKA

Proteini su bioloske molekule neophodne za odvijanje procesa unutar stanice. Cjelokupni
komplet proteina nekog organizma eksprimiranih unutar pojedine stanice, tkiva ili organizma
naziva se proteom, a znanstvena disciplina koja se bavi proufavanjem proteoma naziva se
proteomika (Anderson i Anderson, 1998). Sam pojam, zajedno s klju¢nim inovacijama koje
su je omogucile, poznati su nam ve¢ vise od 10 godina (Wilkins i sur., 2006). Proteomika se
(Martens i sur., 2005). Za razliku od genoma koji ostaje konzerviran tijekom cijelog zivota
stanice, proteom je dinamic¢an 1 slozen sustav podlozan kvalitativnim i1 kvantitativnim
promjenama. Zbog toga proucavanje proteoma postaje nepohodno za razumijevanje bioloskih
sustava.

Proteom definira osnovnu razliku medu stanicama i tkivima kao i odgovore stanice na
okolisne ¢imbenike (Kinter i Sherman, 2005) te njenu izlozenost razli¢itim faktorima i
stupnjevima stresa (Armengaud, 2013). Kao S§to se sekvence nukleotida razlikuju medu
pojedinim mikroorganizmima tako se razlikuju i sekvence aminokiselina odgovarajuceg
proteina. Analiza proteina odredenog mikroorganizma moze se promatrati kao indirektna
analiza kodirajuceg dijela genoma tog mikroorganizma (Karlsson i sur., 2015). Osnovne
zadace proteomike su: identifikacija i kvantifikacija svih proteina eksprimiranih u stanici ili
tkivu (Aebersold i Mann, 2003), karakterizacija interaktoma tj. sloZzene proteinske mreze,
otkrivanje biomarkera za detekciju i dijagnozu bolesti te identifikacija potencijalnih meta za
razvoj novih lijekova (Wilkins i sur., 2006).

Kvalitativnom analizom proteina odreduje se primarni slijed aminokiselina nekog proteina
na temelju kojeg je moguce odrediti gen koji kodira informaciju za sintezu tog proteina, a
postupkom kvantitativne analize odreduje se koli¢ina ekspresije pojedinog proteina ovisno o
njegovoj funkciji unutar stanice. Uobicajeni postupak analize proteina ukljucuje slijedece
korake: izolaciju proteina iz bioloskog materijala, separaciju kompleksnog sustava proteoma
na Sto veci broj komponenti, analizu peptida spektrometrijom masa te zavrsni korak koji
ukljucuje racunalnu obradu podataka.

Analiza proteina spektrometrijom masa moze se provoditi na dva nac¢ina: odozgor nadolje
i odozdol nagore (engl. top-down i bottom-up) (Bogdanov i Smith, 2005). Pristup odozgor

nadolje temelji se na analizi intaktnih proteina s ciljem identifikacije proteina (Michalski i

3
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sur., 2012), ispitivanja posttranslacijskin modifikacija (Tian i sur., 2012) i karakterizacije
njihovih kompleksa (Zhang i sur., 2010).

Rasireniji pristup analize proteina na¢inom odozdol nagore ukljucuje digestiju proteina
specificnim peptidazama, separaciju tekucinskom kromatografijom te analizu peptidnih
fragmenata pomocu spektrometra masa (slika 1). Dobiveni podaci koriste se za odredivanje
detaljne strukture proteina i njegovih moguéih posttranslacijskih modifikacija (Gali¢ i
Cindri¢, 2008).

MS* ioni

produkti

Digestija UPLC MS ioni
enzimom bJ separacija analiza  prekurosi
< b l il mi

o ore ; ; ?. A & . *®.
@ : ... .s, o.... ....
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o5 | .

i | =

@ | ®
ERUST =

Slika 1. Analiza proteina nac¢inom odozdol nagore (Waters, 2012)

2.2. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA

Tehnike tekuéinske kromatografije (LC, engl. Liquide Chromatography) pogodne su za
razdvajanje proteina i peptida nastalih enzimskom razgradnjom, jer su i proteini i peptidi
topivi u vodi ili smjesi vode i pogodnog organskog otapala (npr. acetonitril). Princip na kojem
se temelji razdvajanje peptida i proteina tekuc¢inskom kromatografijom jest razlicita
interakcija otopljenog analita s nepokretnom i teku¢om pokretnom fazom. Razlika interakcije
analita s nepokretnom fazom moze nastati djelovanjem adsorpcije, ionske izmjene, razdiobe

medu fazama ili veliCine analita koji se razdvajaju (Cindri€ i sur., 2009). Uglavnom se koristi
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tekucinska kromatografija obrnutih faza (engl. Reverse Phase, RP) koja razdvaja proteine
prema njihovoj hidrofobnosti. Nepokretne faze koje se pritom koriste su nepolarni
oktadecilsilicijev dioksid (Cis), oktilsilicijev dioksid (Cs) i butilsilicijev dioksid (C4), dok je
pokretna faza polarna i gradijentno se primjenjuje.

Tijekom posljednjih nekoliko godina za analizu proteina koristi se tekucinska
kromatografija spregnuta sa spektrometrom masa (LC-MS/MS). Tekucinski kromatograf i
spektrometar masa povezani su meduspojem (engl. Interface), koji ima viSestruku ulogu:
otparavanje otapala, ionizacija neutralnih molekula analita i uvodenje istih u analizator.
Budu¢i da smjesa peptida (nakon digestije proteina) moze varirati od nekoliko stotina (za
protein) do nekoliko tisu¢a peptida (za proteom) potreban je korak LC separacije kako bi se
smanjila kompleksnost analiziranih peptida koji ulaze u ionizacijski izvor i uvelike poboljsala

osjetljivost analize do bioloski relevantnih koncentracija.

2.2.1. Teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti

Najcesce koriSteni tip tekucinske kromatografije u vezanom LC-MS sustavu jest
teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC). Tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti razvijena je u
kasnim Sezdesetim godinama prosloga stoljeca. Komponente HPLC sustava jesu spremnik za
pokretnu fazu, visokotlatna pumpa, sustav za unoSenje uzorka (injektor), kolona, detektor,

racunalo (slika 2).

HPLC kolona

Kromatogram

——— —

Uredaj za
unoienje uzorka

Racunalo

Mobilna faza ) T .

Pumpa Detektor

Posuda za otpad

Slika 2. Osnovne komponente HPLC sustava (Waters, 2015)
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Analiza na HPLC-u zapocinje injektiranjem male koli¢ine tekuc¢eg uzorka u mobilnu fazu
koja dalje prolazi kroz kolonu s punilom. Eluiranje ili separacija spojeva proizlazi iz razli¢ite
pokretljivosti sastavnica uzorka, a brzina kojom se uzorak kreée kroz kolonu ovisi o vremenu
zadrzavanja u pokretnoj fazi. Vrijeme provedeno od trenutka injektiranja uzorka do trenutka
izlaska iz kolone i detektiranja naziva se retencijsko vrijeme ili vrijeme zadrzavanja (McPolin,
2009), a karakteristi¢no je za svaku pojedinu komponentu i uvelike ovisi o0 nepokretnoj fazi i
sastavu pokretne faze (Skoog i sur., 1999).

2.2.2. Tekudinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti

Korporacija Waters predstavila je 2004. godine UPLC Acquity System, tekucinsku
kromatografiju ultravisoke djelotvornosti (engl. Ultra Performance Liquid Chromatography,
UPLC). Uredaj pruza nove moguénosti u primjeni tekuéinske kromatografije posebno po
pitanju smanjenja vremena rada i potroSnje otapala (Waters, 2015). UPLC kromatografski
sustav osmisljen je na nacin da moze izdrzati visoki sistemski povratni tlak (Novakova i sur.,
2006).

Tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti omogucuje efikasnije razdvajanje
komponenti (pojedina¢nih ili u smjesi) u kracéem vremenskom periodu jer Kkoristi manje
Cestice punila kolone (< 2 um) i omogucuje uporabu visih tlakova (do 15 000 psi) u odnosu
na tekuéinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (Klin¢i¢ 1 Herceg-Romani¢, 2011).
Nadalje, smanjen je i volumen injektiranja (2 pL) u odnosu na HPLC (5 uL) uz povecanu
osjetljivost analize (Swartz, 2005). Stoga UPLC pokazuje bolje razlucivanje, krace vrijeme
analize i poboljsanu osjetljivost mjerenja u usporedbi s HPLC-om (Zhu i sur., 2008), dok je

mehanizam razdvajanja ostao isti.

2.3. SPEKTROMETRIJA MASA

Spektrometrija masa (MS) je instrumentalna analiticka tehnika koja mjeri omjer mase i
naboja (engl. mass-to-charge ratio, m/z) prethodno ioniziranih atoma ili molekula. Cesto se
koristi za identifikaciju proteina. Metoda pocinje pripremom uzoraka peptida, slijedi ju
bioinformaticka obrada i na kraju analiza podataka. Osnovni dijelovi spektrometra masa su
ionizator (ionizacijska komora), analizator masa i ionski detektor (Gross, 2011). U
spektrometru masa uzorak se uvodi u izvor iona u teku¢em ili plinovitom stanju gdje se on

ionizira, a nastali ioni putuju u analizator masa gdje se razdvajaju prema njihovim omjerima
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mase i naboja. Na kraju ioni odlaze u detektor koji registrira njihov broj pri svakoj vrijednosti
m/z, §to rezultira stvaranjem spektra masa (Vucini¢, 2012). Mogucnosti izvedbe su brojne, a

razlikuju ih nacin rada ionizatora, analizatora i detektora.

2.3.1. lonski izvori

Funkcija ionskog izvora u spektrometru masa je stvaranje iona u plinovitoj fazi. Analit se
prevodi u plinsku fazu i istovremeno ionizira (Ekman i sur., 2009). U spektrometriji masa
izbor ionizacijske tehnike ovisi o unutarnjoj energiji koja se prenosi tijekom ionizacije te o
fizikalno-kemijskim svojstvima analita koji ¢e biti ioniziran. Postoji nekoliko razlicitih
metoda ionizacije medu kojima se ionizacija elektrorasprSenjem (engl. Electrospray
Ionization, EST) i matricom potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim zracenjem (engl.
Matrix-assisted laser desorption/ionization, MALDI) najces¢e koriste u analizi proteina i
peptida (Steen i Mann, 2004).

ElektrorasprSenje je nacin ionizacije uzorka direktno iz otopine koje omogucéava analizu
molekula bez obzira na veli¢inu i elektriéni naboj. Tehniku su uveli i predlozili Dole i sur.
(1968), no tek su je Fenn 1 sur. (1989) uspjeli potpuno prilagoditi za koriStenje u istrazivanju
biomakromolekula. Ukratko se moze opisati kao vrsta elektrolitske ¢elije u kojoj se dio
naboja prenosi ionima u plinskoj fazi (Gali¢, 2004). lonizacija se odvija tako da pokretna faza
i analit ulaze u ionizator kroz kapilaru (iglu) koja ujedno predstavlja elektrodu pod visokim
naponom (2-5 kV, Cindri¢ i sur., 2009). Pod utjecajem primijenjenog elektri¢nog polja dolazi
do razdvajanja pozitivnog i negativnog naboja u otopini. Kada je kapilara priklju¢ena na
pozitivni Kraj izvora napona, pozitivno nabijeni ioni putuju prema katodi i akumuliraju se na
povrsini tekuéine koja se nalazi na kraju kapilare (Hoffmann i Strobant, 2007). Pri kriti¢noj
jakosti polja, na vrsku kapilare, formira se tzv. Taylorov stozac u kojem se kontinuirano
proizvode kapljice obogacene pozitivno nabijenim ionima (Gali¢, 2004). Kolektorska
elektroda privlaci tako nabijene kapljice i daje im dodatno ubrzanje. Pocetna veli¢ina kapljica
ovisi 0 protoku otopine i svojstvima otapala. Kako otapalo otparava pod utjecajem struje
duSika, temperature i elektricnog potencijala (ioni unutar otapala pokuSavaju do¢i na
povrsinu) tako se smanjuje veli¢ina kapljica, ali naboj ostaje konstantan (Cindri¢ i sur., 2009).
Kada se sila elektrostatskog odbijanja naboja u kapljici izjednaci s povrSinskom napetoS¢u
kapljice, postize se Rayleighova granica stabilnosti (Gali¢, 2004).

Nakon §to su se dovoljno smanjile kapljice tako da se svi mogu¢i ioni nalaze na povrsini

kapljica, sile kulonskog odbijanja postaju veée od sila napetosti povrSine, kapljice se
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otparavaju ili razbiju na manje kapljice (Coulombovo dijeljenje). Analit kristalizira ili prelazi
u plinsku fazu. loni analita u trenutku napustanja povrSine nisu u potpunosti bez otapala vec¢
se oko njih stvara sfera uparenog otapala. Nakon otparavanja kapljica, otvor iza kojeg je
visoki vakuum i analizator privla¢i tako formirane kvazimolekulske ione (slika 3, Cindri¢ i

sur., 2009).
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otparavanje 4»* &  Coulombovo
1 ’ =
otapala dijelienje

: + %
>
3 eljenje +
+
v +
Postignuta Rayleighova
granica stabilnosti

ioni
analita

molekula
analita viiestruko r

Nabijena

Izvor napona

Slika 3. Shematski prikaz ESI nacina ionizacije (University of Bristol, 2005)

Tehnikom elektrorasprSenja nastaju visSestruko nabijeni ioni $to omogucuje upotrebu
spektrometara masa malog m/z mjernog podrucja (Kellner i sur., 1999) i detekciju kako
relativno malih iona poput peptida te organskih i anorganskih spojeva, tako i velikih
makromolekula poput proteina, RNA i DNA (Vucini¢, 2012). Smanjenjem protoka
analizirane otopine (mikrorasprsenje, nanorasprsenje) povecana je osjetljivost tehnike, granice
detekcije spustene su na red veli¢ine atomola (Gali¢, 2004), zbog ¢ega je ESI veliku primjenu
nasao u povezivanju s tekuéinskom kromatografijom visoke djelotvornosti i kapilarnom
elektroforezom (Glish i Vachet, 2003). Smatra se vrlo blagom ionizacijskom tehnikom koja
ne razara nekovalentno vezane biomolekularne komplekse poput proteina (Talkington i sur.,
2005) pa cak ni ¢itave viruse (Bothner i Siuzdak, 2004).
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2.3.2. Analizatori

Nakon ionizacije ioni se razdvajaju u analizatoru na temelju omjera mase i naboja (El-
Aneed i sur., 2009). Analizatori masa predstavljaju klju¢nu to¢ku u MS analizi. Svi analizatori
masa koriste stati¢ko ili dinamicko elektri¢no polje ili pak magnetsko polje koja mogu biti
samostalna ili u kombinaciji. Osnovne karakteristike prema kojima se razlikuju analizatori su
osjetljivost, gornja granica m/z, razlucivanje i to¢nost mjerenja mase. Osjetljivost je mjera
odziva detektora dobivena analizom odredenog analita, a gornja granica mase predstavlja
najvecu vrijednost m/z koju uredaj moze izmjeriti. Razlucivanje je sposobnost razdvajanja
iona priblizno istih m/z vrijednosti, dok se to¢nost mjerenja mase odnosi na sposobnost
odredivanja molekulske mase §to blize to¢noj masi (izotopna masa).

Najces¢e koriSteni analizatori u proteomskim istrazivanjima jesu kvadrupol (engl.
quadrupole), analizator vremena leta (engl. time-of-flight, TOF), ionska stupica (engl. ion
trap) i Fourier transformirana ionska ciklotronska rezonancija (engl. Fourier transform ion
cyclotron resonance, FTICR). loni nastali ESI ionizacijom najces¢e se razdvajaju
kvadrupolnim analizatorima te analizatorima ionskih stupica (Lane, 2005). Upotrebom
hibridnih analizatora nastalih kao kombinacija istih (TOF-TOF) ili razli¢itih analizatora (Q-
TOF) mogu se poboljSati svojstva spektrometra masa. Prvi analizator masa sluZi za odabir
iona specificnog omjera m/z, dok drugi i/ili tre¢i se pri takvoj izvedbi spektrometra masa
koristi kao krajnji analizator (Gali¢, 2004). Njihovom upotrebom povecava se razlucivanje,
osjetljivost i to¢nost mjerenja mase prilikom MS analize. Takvi spektrometri masa s
hibridnim analizatorima isticu se teoretski neograni¢enim rasponom masa, jako visokim
brzinama pregleda (do 10° u/s) te visokom snagom razlu¢ivanja koja rezultira to¢no$¢u masa
u rasponu ppm (Seger i Griesmacher, 2007). To¢nost mjerenja mase i razlu¢ivanje masenog
analizatora imaju znacajan utjecaj na informacije sadrzane u spektru $to je jako bitno u koraku

identifikacije peptida (Cox i Mann, 2009).

2.3.3. Tandemna spektrometrija masa

MS analiza podrazumijeva mjerenje omjera mase i naboja analita koji moze biti peptid
najée$¢e dobiven cijepanjem proteinskih uzoraka odgovaraju¢om proteazom. Peptidni ioni
analizirani u prvom stupnju rada spektrometra masa dalje se fragmentiraju tehnikama
tandemne spektrometrije masa (MS/MS) koja se pak moze odvijati u vremenu ili prostoru pa

nacin fragmentacije ovisi o0 uvjetima ionizacije i vrsti instrumenta. U slucaju ionizacije
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elektrorasprSenjem 1 uporabom spektrometra tipa Q-TOF, u prvom analizatoru masa
(kvadrupol) odabiru se ioni odredene vrijednosti m/z (ioni prekursori) kojima se zatim dovodi
dodatna energija u posebnoj kolizijskoj ¢eliji kako bi se izazvala fragmentacija, nakon ¢ega
nastaju fragmenti iona prekursora (ioni produkti) koji se analiziraju u drugom analizatoru
masa (TOF). Na taj nacin tandemna spektrometrija masa pruza uvid u primarnu strukturu
proteina (Hunt i sur., 1986). Nakon detekcije iona produkata nastaju MS/MS spektri koji se
lako mogu povezati s MS spektrima u kojima se nalaze ioni prekursori.

Kako bi nastali ioni produkti, najcesc¢e se koristi kolizijom inducirana disocijacija (engl.
collison induced dissociation, CID) koja se zasniva na sudaru molekula iona prekursora s
inertnim plinom (dusikom, helijem ili argonom) pri ¢emu dolazi do fragmentacije i stvaranja
iona produkata (Wells i McLuckey, 2005).
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Slika 4. Nomenklatura fragmentnih iona nastalih disocijacijskim mehanizmom CID. loni
serije am, bm | Cm sadrzavaju N-kraj, a ioni serije Xn, Yn | Zn sadrzavaju peptidni C-kraj. Indeksi
m i n oznacavaju redni broj aminokiseline u nizu (Steen i Mann, 2004)

Prilikom fragmentacije peptidnih iona prekursora, kovalentna veza puca unutar peptidnih
iona na razli¢itim mjestima pa tako mogu nastati ioni produkti koje dijelimo na: X, y, zia, b, c
ione u ovisnosti 0 mjestu fragmentacije u peptidu (slika 4). Nomenklaturu nastalih
fragmentnih iona predlozili su Roepstorff i Fohlman (1984), a kasnije su je modificirali
Johnson i suradnici (1987). Koji tip iona produkata ¢e nastati ovisi o na¢inu fragmentacije pa
tako disocijacijskim mehanizmom CID vecinom nastaju fragmentni ioni serije b i y. Usprkos
djelomi¢nom pojednostavljenju MS/MS spektara (ocitavanjem samo b- odnosno y- iona

unutar jednog MS spektra), interpretacija MS/MS spektara nije jednostavna jer se trebaju
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uzeti u obzir ioni koji gubitkom -OH, -NH: ili CHs skupina pridonose kompleksnosti
spektara.

U pojedinim izvedbama spektrometrija masa moguca je i daljnja MS? analiza gdje ioni
produkti nastali u MS/MS analizi postaju ioni prekursori koji nakon selekcije u analizatoru

ponovno prolaze postupak fragmentacije.

2.3.4. MSE

U standardnoj MS/MS analizi, svi peptidi ulaze u spektrometar masa gdje se odabiru ioni
prekursori za fragmentaciju na temelju njihovog intenziteta (DDA metoda, engl. Data
dependent acquisiton). Spomenuta analiza ograni¢ena je fragmentacijom malog broja
peptidnih iona tijekom jednog radnog ciklusa (Michalski i sur., 2011). Procijenjeno je da se
potpunom tripsinskom digestijom oko 5000-6000 kvas¢evih proteina moze dobiti do 300 000
razli¢itih uzoraka peptida (Cagney i sur., 2003). lako Q-TOF spektrometri masa mogu
fragmentirati do osam peptida u sekundi ili manje, ve¢ina od 300 000 peptida nece biti
analizirana pa na taj na¢in dolazi do gubitka dijela informacija u sekvenci (Geromanos i sur.,
2009). Da bi se nadiSlo ovo ograni¢enje, razvijena je metoda podatkovno neovisno
prikupljanje podataka (DIA, engl. Data independent acquisition) nazvana MSE gdje se E
odnosi na upotrebu povisene energije (engl. elevated energy) tijekom procesa prikupljanja
podataka (Slade, 2013). Komercijalno je dostupna jo$ od Q-TOF Premier spektrometra masa,
iako su tehnike slicne MSE primijenjene i kod ranijih generacija Q-TOF sustava od strane
razli¢itih proizvodaca (Bateman 1 sur., 2002, Silva i sur., 2006) i drugih istraZzivackih grupa
(Purvine i sur., 2003, Niggeweg i sur., 2006).

Tijekom MSE analize peptidni ioni prekursori ulaze u prvi analizator koji propusta sve
ione do kolizijske ¢elije u kojoj dolazi do kontinuirane i brze izmjene energije. Energija
naizmjeni¢no prelazi iz stanja nize energije pri kojoj peptidi ostaju intaktni, u stanje povisene
energije pri kojoj dolazi do fragmentacije svih propustenih peptida (Law i Lim, 2013). Dakle,
u prvom radnom koraku MSE analize snimaju se svi ioni prekursori eluirani s LC kolone u
danom vremenu, dok u drugom dolazi do njihove fragmentacije i snimanja slozenog seta
dobivenih iona produkata. Ponavljanjem ovog ciklusa snimanja prekursora i produkata duz
cijelog LC gradijenta, dobivaju se kromatogrami prekursora i produkata fragmentacije.
Prilikom obrade podataka odgovaraju¢i algoritam uskladuje vrijeme zadrzavanja (retencijsko

vrijeme) prekursora s vremenom zadrZavanja njihovih produkata fragmentacije i kada nade
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savrSeno podudaranje izmedu njihovih vremena zadrzavanja, pridruzuje ione produkata

odgovarajuc¢im prekursorima (slika 5).
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Slika 5. Princip MSE metode u Q-TOF tipu spektrometra masa (Parviainen, 2014)

Ovakav pristup omogucuje detekciju znacajno veceg broja peptida, u odnosu na metodu
podatkovnog zavisnog prikupljanja (DDA, engl. Data dependent acquisition), gdje nije
potrebno prethodno znanje o komponentama uzorka i omoguceno je paralelno prikupljanje
podataka na nepristran na¢in. Drugim rije¢ima, nema prethodne selekcije peptidnih iona
prekursora (na temelju njihovih intenziteta) prije procesa fragmentacije. Podaci se ne gube $to
rezultira znatno boljom identifikacijom proteina.

Buduc¢i da se gubi poveznica izmedu masa prekursora i masa njihovih produkata, kvaliteta
identifikacije proteina uvelike ovisi o uspjeSnom povezivanju iona prekursora s njihovim

fragmentima pa je odabir programa za obradu MSE podataka jako bitan.

2.4. PRETRAGA BAZE PODATAKA

Nakon analize spektrometrijom masa proteini se mogu identificirati pretragom baza
podataka i sekvenciranjem peptida de novo (Reinders i sur., 2004). Iako su se pretrazni
programi za sekvenciranje peptida de novo znacajno poboljsali u zadnje vrijeme, pretraga
proteinskih baza podataka jo§ uvijek se koristi kao glavna metoda u proteomskim
istrazivanjima. Usporeduju se mase peptidnih iona dobivenih MS analizom i1 mase iona
nastalih MS/MS analizom s podacima koji su pohranjeni u proteinskim bazama podataka
(Nesvizhskii, 2007).

12
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Jedna od metoda za pretragu baze podataka jest metoda ,,otiska prsta“ mase peptida (engl.
Peptide Mass Fingerprinting, PMF) (Pappin i sur.,, 1993). Proteini se zbog svoje
kompleksnosti analiziraju spektrometrijom masa kao pocijepani fragmenti odnosno peptidi
nastali prethodnim djelovanjem proteaza (najcesée tripsina) Cije je cijepanje uniformno i
predvidljivo (Steen i Mann, 2004). Potom se nacini in silico digestija proteina koji se nalaze u
bazi podataka. Tako dobivene izraCunate mase peptida usporeduju s eksperimentalno
dobivenim peptidima te se odreduje stupanj podudarnosti (Ruvinsky i Marshall Graves,
2005). Metoda otiska prsta ¢e dati dobre rezultate samo ako je u uzorku prisutan jedan protein
(najvise dva) te ako se ispitivani protein (ili njegov homolog) nalazi u proteinskoj bazi
podataka. Takoder ovakav pristup zahtjeva visoku to¢nost mjerenja masa (manje od 20 ppm)
(Kapp i Schiitz, 2007).

Puno obuhvatniji pristup za identifikaciju proteina daje pretraga MS/MS podataka (slika
6) gdje se peptidi dobiveni nakon digestije tripsinom analiziraju tandemnom spektrometrijom
masa nakon ¢ega se usporeduju tako dobiveni MS/MS spektri s in silico generiranim MS/MS
spektrima peptida u bazi podataka (Ruvinsky i Marshall Graves, 2005).

00000000000,

baza podataka

l MS/MS proteinskih sekvenci
eksperimentalni spektar teoretski spektar p—
\_‘/
usporedba _~ ISLLDAQSAPLR

+~— | VVEELCPTPEGK

LLLOWCWENGK
CDVVSNTIIAEK
1 1 7 7 GDAVEVIDALNR

QVSVVDLTNTR
SYLFCMENSAEK
e
izlazni podaci peptid score najbolje
i QVSVVDLTNTR 3.4 ———» podudaranje score
rang lista ISLLDAQSAPLR 2.1
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peptida SYLFCMENSAEK .2

Slika 6. Pretrazivanje MS/MS podataka (Nesvizhskii, 2007)

Veliki je broj pretraznih programa, komercijalnih 1 javno dostupnih, koji provode pretragu
MS/MS podataka. Neki od njih zasnivaju se na heuristicnom pristupu, dok drugi koriste

probabilisticki pristup. Pretrazni programi koji koriste heuristicni pristup usporeduju
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eksperimentalno dobiveni MS/MS spektar s teoretskim MS/MS spektrom te racunaju
uspjesnost pogotka (engl. score) na osnovu sli¢nosti izmedu ta dva spektra, odnosno ra¢unaju
broj pikova koji su zajednicki za ta dva spektra. Primjeri takvih pretraznih programa jesu
SEQUEST (Eng i sur, 1994), Spectrum Mill (Zhang i sur., 2002) i X!-tandem (Craig i Beavis,
2004). S druge strane, probabilisti¢ki pretrazni programi racunaju vjerojatnost da je
podudaranje izmedu spektara sluajno. Sto je veca ta vjerojatnost, to je uspjeh pogotka manji.
Medu takve pretrazne programe spadaju Mascot (Perkins i sur., 1999), OMSSA, Phenyx,
Protein Pilot (Shilov i sur., 2007) i ProteinLynx Global Server.

2.4.1. Parametri prilikom pretrage baze podataka

Prvo $to je potrebno za pretrazivanje baze podataka jest lista pikova. Maseni detektor daje
neobradene podatke koje je potrebno konvertirati u listu pikova kako bi se moglo izvoditi
pretrazivanje. Liste pikova su zapravo tekstualni podaci koji dolaze u razli¢itim formatima,
obi¢no sadrze liste vrijednosti m/z i intenziteta pikova. Proces u kojem se neobradeni podaci
prevode u listu pikova naziva se ,,peak detection* ili ,,peak picking®“, a izvode ga racunalni

programi koji najéesce dolaze zajedno sa spektrometrima masa (Rognvaldsson i sur., 2004).

Osim liste pikova, prilikom pretrage baze podataka jo§ nekoliko parametara potrebno je
uzeti u obzir kako bi identifikacija proteina bila uspjesna. Jedan od njih je odabir prikladne
baze podataka proteinskih sekvenci koja predstavlja balans izmedu osjetljivosti i brzine
pretrage (Edwards, 2011). Pretragom velikih baza podataka produljuje se vrijeme pretrage i
smanjuje osjetljivost identifikacije peptida. Povecava se vjerojatnost dobivanja slucajnih
podudaranja masa peptida (Nesvizhskii, 2010). Pretragom manjih baza podataka krace je
vrijeme pretrage, ali se mogu propustiti neki znacajni peptidi. Odabir prikladne baze podataka
ovisi o cilju istrazivanja. Za znacajnija pretrazivanja preporuca se pretraga visokokvalitetnih 1
odrzavanih proteinskih baza podataka (Duncan, 2010). Ako je analizirani protein iz
organizma €iji je genom u potpunosti sekvenciran, moze se izvoditi pretraga proteoma samo
tog organizma (Eriksson i Fenyo, 2004).

Jako bitan parametar je tolerancija mase peptida (engl. mass tolerance). Tocnost mjerenja
mase pokazuje odstupanje izmjerene vrijednosti m/z od prave vrijednosti. Odreduje koliko
mali raspon pretraZivanja mora biti odnosno kolika se pogreska mjerenja mase moze tolerirati
pri usporedbi teoretskih i eksperimentalno dobivenih vrijednosti masa. Ako se postavi mali
raspon odstupanja, tek nekoliko proteina trebalo bi biti pogodeno posto je manji broj slucajnih

podudaranja u odnosu na vece odstupanje masa. S druge strane, preusko postavljenim
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rasponom riskira se propustanje odredenog broja podudaranja peptida. Odabir vrijednosti
tolerancije mase ovisi o tipu spektrometra masa koji je koriSten prilikom analize. Sa
spektrometrima masa visoke razlucivosti moguce je posti¢i to¢nost mjerenja mase manju od
0.1 Da.

Jedan od parametara koji otezavaju konacnu identifikaciju proizlazi iz nesavrSenog
djelovanja proteolitickih enzima. Ako enzim ne pocijepa protein na to¢no odredenom mjestu
pojavljuje se peptid koji veli¢inom prelazi oc¢ekivanu veli¢inu u bazi podataka. Takva se
pojava naziva izmjeSteno cijepanje (engl. missed cleavage site) i potrebno ju je uzeti u obzir
budu¢i da broj kombinacija mogucih peptida postaje prevelik pa pretrazna analiza moze trajati
i do nekoliko dana.

Dvije su vrste posttranslacijskin modifikacija koje treba uzeti u obzir prilikom pretrage
baze podataka. To mogu biti fiksne modifikacije koje su uvijek prisutne te varijabilne
modifikacije koje mogu i ne moraju biti prisutne. Primjer fiksnih modifikacija jest alkilacija
cisteina. Posto dolazi do alkilacije svih cisteina u peptidu, takva promjena ¢e utjecati samo na
promjenu mase cisteina, ali ne i na brzinu i specifi¢nost pretrage. Problem predstavljaju
varijabilne modifikacije koje se ne pojavljuju se na svim aminokiselinskim ostatcima. Primjer
je fosforilacija koja se moze pojaviti na samo jednom serinu u peptidu koji sadrzi vise serina.
Takve modifikacije produljuju vrijeme pretrage i smanjuju njenu specifi¢nost (Matthiesen i
sur., 2011). Zato, ako je cilj pretrage identifikacija proteina, bolje je postaviti §to manji broj

varijabilnih modifikacija prilikom pretrage.

2.4.2. ProteinLynx Global Server

ProteinLynx Global Server (PLGS) komercijalni je programski paket kojeg razvija i
prodaje korporacija Waters. Omogucuje kvalitativna i kvantitativna proteomska istrazivanja
koja se izvode isklju¢ivo na Waters spektrometrima masa. Hijerarhijski pristup pretrazi baze
podataka primijenjen je s mogucénosti odabira da se spektri peptida analiziraju za nepoznate
modifikacije (AutoMod) i/ili se pretrazuju putem BLAST alata. Korisniku nudi izbor
istovremeno zapoceti MASCOT i/ili PLGS pretrazivanja iz zajednic¢kog sucelja pruzajuci tako
mogucnost usporedbe rezultata pretrage. Spektri se prethodno obraduju u odgovaraju¢em
MaxEnt algoritmu, koji se koristi za svodenje visestrukih izotopa i naboja u monoizotopne
pikove (m/z vrijednosti). Ovaj korak pruza bolju detekciju pikova, a stoga i1 bolje vrijednosti
koje definiraju uspjeh pogotka peptida (engl. score) jer se na taj nacin iz ulaznog spektra

uklanjaju dodatni pikovi izotopa. Zasniva se na visokim to¢nostima mjerenja masa (1-5 ppm)
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Sto omogucava pouzdanu identifikaciju peptida, dok za raCunanje vjerojatnosti podudaranja
peptida koristi Bayesovske metode poput Markov lanac Monte Karlo metode (MCMC,
Markov Chain Monte Carlo)(Kapp i Schiitz, 2007).

2.4.3. Proteinske baze podataka

Proteinske baze podataka sadrze informacije o eksperimentalno odredenim strukturama
proteina ¢ime pruzaju znanstvenoj zajednici pristup korisnim informacijama. Medu
najpoznatije  javno dostupne proteinske baze podataka spadaju  UniProtKB

(http://www.uniprot.org/ ) i NCBInr (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ ) baze podataka.

UniprotKB predstavlja centralno mjesto dostupnih informacija o proteinima s referencama
iz viSe razli¢itih izvora (Magrane i Uniprot Consortium, 2011). Dijeli se na SwissProt i
TrEMBL.

SwissProt je visokokvalitetna, ru¢no anotirana i neredundantna baza proteinskih sekvenci
koja obuhvacéa informacije dobivene iz znanstvene literature i bioinformati¢kih analiza.
Anotacije se obnavljaju periodicno kako bi baza bila u koraku s najnovijim otkri¢ima.
Manualna anotacija omogucéava daljnju provjeru proteinske sekvence i literaturnih izvora.
SwissProt baza putem Kkorisnickog sucelja nastoji pruziti korisniku $to je moguce vise
informacija poput funkcije proteina, postrranslacijskih modifikacija, domena i veznih mjesta,
homolognih proteina, uklju€enosti u bolesti i mnogih drugih. Pogodna je za pretraZivanje
strukturalne analize proteina, odnosno metodu otiska prsta (O' Donovan i sur., 2002).
TrEMBL (engl. Translated EMBL Nucleotide Sequence Dana Library) obuhvaca sve
automatski anotirane unose. Unosi su uglavnom hipotetski proteini koji se generiraju
pretpostavljenom translacijom identificiranih ili pretpostavljenih gena u genomskim bazama
podataka. Manualnom anotacijom TrEMBL unosa, sekvenca se obraduje i provjerava te se
unosi u SwissProt bazu.

Neredundantna NCBInr (engl. NCBI non-redundant, NCBInr) baza podataka predstavlja
opseznu neponavljajucu proteinsku bazu podataka koju razvija NCBI (engl. National center
for Biotechnology Information). Sadrzi prikupljene zapise iz nekoliko baza podataka poput
translatiranih kodiraju¢ih regija GenBank baze podataka (Benson i sur., 2011), kao i baza
podataka SwissProt (Boeckmann i sur., 2003), PDB (Berman, 2008), PIR (engl. Protein
information resource, PIR)(Wu i Nebert, 2004) i NCBI RefSeq (Pruitt i sur., 2005). Genbank
sadrzi detaljno opisane sekvence DNA anotirane nakon sekvenciranja genoma pojedine

bioloske vrste. NCBInr baza podataka dolazi u obliku komprimiranog FASTA formata zapisa
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koji je pogodan za racunalno citanje ili u indeksiranom i aplikativnom obliku prilagodenome
za pretrazivanje BLAST alatom. Ne sadrzi duplikate sekvenci proteina, a svaki protein u
FASTA zaglavlju sadrzi svoje ime, ime organizma te jedinstveni GI broj (engl. gene
identifier, GI) pomocu kojeg se moze povezati sa drugim bazama podataka na web sjediStu

NCBI.

17



Eksperimentalni dio Diplomski rad

3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL
3.1.1. Kemikalije

o Acetonitril, CH3CN, 99,9%, Merck, Njemacka

¢ Albumin govedeg seruma, BSA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

e Amonijev hidrogenkarbonat, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

e Mravlja kiselina, HCOOH, 98-100%, Kemika, Zagreb, Hrvatska

¢ Natrijev hidrogenkarbonat, NaHCOs, Kemika, Zagreb, Hrvatska

e Tripsin, izoliran iz svinjske guSterace, pro¢is¢en imunoafinitetnom kromatografijom,
Merck, Njemacka

e Triton X-100, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

3.1.2. Laboratorijski pribor

o Automatske pipete

e Erlenmeyerove tikvice razli¢itih volumena
e Filter papir, veli¢ina pora 0,45 nm
¢ Kivete za spektrofotometar

e MikrobioloSka uSica

e Pinceta

¢ Plasticne mikroepruvete

e Propipeta

o Staklene epruvete

o Staklene kuglice

e Staklene 1 plasti¢ne Case

e Staklene 1 plasticne menzure

e Staklene pipete razli¢itih volumena

o Stakleni lijevak
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3.1.3. Tehnicka oprema

e Centrifuga 5415 R, Eppendorf, Njemacka

e Centrifuga Centric 400, Tehtnica, Slovenija

e Densimat, BioMerieux, Francuska

e ESI SYNAPT G2-Si, Waters, Milford, MA, SAD

¢ kolona nanoAcquity UPLC 1,7 um BEH130 C18, 100 pm x 100 mm, Waters, Milford,
MA, SAD

e NanocACQUITY™ UPLC™ System, Waters, Milford, MA, SAD

¢ predkolona nanoAcquity UPLC 2G-V/M Trap 5 pm Symmetry C18, 180 um x 20
mm, Waters, Milford, MA, SAD

e Spektrofotometar BioPhotometer, Eppendorf, Njemacka

e Termomijesalica Comfort, Eppendorf, Njemacka

e Tresilica IKA MS 3 basic, /KA, Njemacka

e Vakuum centrifuga Concentrator 5301, Eppendorf, Njemacka

3.1.4. Osnovne otopine

Otopina amonijevoq hidrogenkarbonata

Otopina amonijevog hidrogenkarbonata priprema se otapanjem 3,95 g amonijevog
hidrogenkarbonata u 1 L destilirane vode. Potom se pH otopine podesi na pH 7.8. Konac¢na

koncentracija otopine iznosi 50 mM.

Otopina tripsina

Otopina tripsina dobiva se razrjedivanjem mati¢ne otopine s 25 mM otopinom amonijevog
hidrogenkarbonata na koncentraciju 20 pg mL™. Mati¢na otopina se dobiva otapanjem jedne

tablete tripsina u 1 mL destilirane vode. Njena kona¢na koncentracija iznosi 1 mg mL™,

Bradford reagens

Bradford reagens dobiva se otapanjem 10 mg boje Coomasie brilliant blue G-250 u 3 mL
vode. Potom se dodaje 5 mL 95% etanola i 10 mL 85% fosforne kiseline te se dopuni s
destiliranom vodom do 100 mL. Otopina se dobro izmijesa i profiltrira kroz filtar papir Sirine

pora 0,45 nm.
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3.1.5. Ispitivani uzorak

U eksperimentalnom dijelu rada kao radni mikroorganizam koristen je kvasac Candida
albicans SC5314 koji pripada zbirci mikrobnih sojeva Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta,
uzgajan na kompletnoj podlozi koja sadrzi Sabouradov bujon.

Podloga je sterilizirana tijekom 15 minuta pri 121 °C. Sastav Sabouraudovog bujona
prikazan je u tablici 1. Sabouraudov bujon volumena od 20 mL inokuliran je ¢istom kulturom
kvaScevih stanica. Nakon inokulacije kvas¢eva suspenzija uzgajana je 24 sata na tresilici pri

37°C.

Tablica 1. Sastav Sabouraudovog bujona

SASTOJAK KOLICINA
Glukoza E 209
Pepton 109
dH20 1L

3.1.6. Programi za upravljanje instrumentima, obradu podataka i programski alati

e Mass Lynx software verzija 4.1. SCN902, Waters, Milford, MA, SAD

e Protein Lynx Global Server verzija, PLGS, v. 3.0.1, Waters, Milford, MA, SAD

e Program za detekciju vrsta razvijen u Kabinetu za Bioinformatiku pisan u
programsku jeziku Python, verzija 2.7.

e Protein Reader software za spektrometriju masa razvijen u Kabinetu za
Bioinformatiku, pisan u programskom jeziku Java

e PANTHER ,,online resource platforma, verzija 10.0
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3.2. METODE
3.2.1. Razbijanje kvas€evih stanica i izolacija proteina

Uzgojena stani¢na suspenzija prebaci se u odgovarajuu epruvetu od 15 mL za
centrifugiranje i centrifugira 15 min na 2 000 0 min™ na +4 °C. Supernatant se baci, a talog
stanica resuspendira se u 1 mL 25 mM NHsHCO3 puferu (pH 7.8). Potom se talog stanica
prebaci u plasti¢nu mikroepruvetu od 1,5 mL i centrifugira 20 min pri 4 500 0 min™ na +4 °C.
Taj postupak ispiranja ponovi se jos 2 puta.

Dobiveni talog resuspendira se u 300 pL 25 mM NH4HCOs pufera (pH 7.8) koji sadrzi
0.1% Triton-X 100. Resuspendirane stanice liziraju se staklenim kuglicama promjera od 0,4
do 0,6 mm tako da visina kuglica u epruveti bude jednaka visini suspenzije stanica. Stanice se
mijesaju s kuglicama 30 s uz pomo¢ stolne vibromijesalice te se hlade na ledu 1 min, ciklus
mijeSanja i hladenja ponovi se 5 puta.

Nakon $§to se kuglice istaloze, talog se baci, a supernatant se prokuha u vodenoj kupelji 3
min. Potom se centrifugira 20 min na 7 000 0 min™ pri +4 °C. Nakon centrifugiranja, talog se
baci, odvoji se supernatant i prebaci u plasticnu mikroepruvetu od 1,5 mL te se odredi

koncentracija proteina metodom po Bradford.

3.2.2. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradford

Metoda po Bradford (Bradford, 1976) kolorimetrijska je metoda za mjerenje koncentracije
proteina koja se temelji na reakciji proteina s bojom Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB) u
kiselom mediju. CBB reagira s pobo¢nim grupama Arg te u manjoj mjeri s pobo¢nim
grupama His, Lys, Tyr, Trp i Phe. Anionski oblik boje se hidrofobnim interakcijama i ionskim
vezama veZe sa spomenutim ograncima proteina pri ¢emu dolazi do stvaranja kompleksa
protein — boja i dovodi do vidljive promjene boje iz smede u plavu. Promjena boje se odreduje
spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 595 nm i to prema slijepoj probi. Koncentracija
proteina se ocitava iz bazdarne krivulje koja se dobiva mjerenjem apsorbancija niza otopina
govedeg serumskog albumina (engl. bovine serum albumin, BSA) poznatih koncentracija (1
pgmL?Y 2 pgmL? 4 pgmL? 6 pgmL?, 8 pg mL?, 10 pg mL?, 20 pg mL*L, 30 pg mL?,
40 pg mL?, 50 pg mL™?).

Uzorci se priprave na nacin da se u 100 pL uzorka poznate koncentracije BSA doda 1

mL Bradford reagensa, suspenzija se promijeSa i ostavi na sobnoj temperaturi 10 minuta.
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Uzorci nepoznate koncentracije razrijede se s destiliranom vodom u omjeru 1:100 te se doda 1
mL Bradford reagensa, promijesa i takoder ostavi 10 min na sobnoj temperaturi. Slijepa proba
pripravi se tako da se u 100 pL destilirane vode doda 1 mL Bradford reagensa nakon ¢Cega se

mjeri apsorbancija pri 595 nm.

3.2.3. Digestija proteina

Slijedeci korak u pripremi uzorka za analizu spektrometrom masa je digestija proteina uz
pomo¢ specifi¢ne proteaze tripsina. Nakon $to je odredena pocetna koncentracija proteina u
uzorcima, kona¢na koncentracija proteina u uzorcima ujednaci se na koncentraciju od 1,5 mg
mL™? (razrijedenije s otopinom tripsinskog pufera) te se na volumen od 100 pL dodaje 5 pL
tripsina koncentracije 1 mg mL™. Uzorci se inkubiraju 18 sati pri 37 °C i 400 o min™ na

termomijesalici.

3.2.4. Analiza peptida UPLC-MSE pristupom

Peptidni uzorci analizirani su nanoUPLC-MSE pristupom. Program Mass Lynx verzija 4.1
(Waters, Milford, MA, SAD) koristen je za postavljanje parametara koriStenog instrumenta.
Peptidi su separirani uz pomo¢ nanoAcquity UPLC instrumenta na koloni nanoAcquity UPLC
1,7 um BEH130 C18 (tablica 2) pri temperaturi 40 °C i protoku 1 uL min™ . Volumen
injektiranja iznosio je 1 uL. Kao pokretna faza A koriStena je vodena otopina mravlje kiseline
(0,1%; ¢), dok je pokretna faza B bila vodena otopina koja sadrzi 0,1% mravlje kiseline i 95%
acetonitrila (¢). Metoda koja se koristi traje 60 minuta s gradijentnom elucijom koja raste do
52. minute pri ¢emu udio faze B raste od 1% do 99%, a potom se uvjeti na koloni vracaju na
pocetno stanje. Predkolona nanoAcquity UPLC 2G-V/M Trap 5 um Symmetry C18 koristena
je za uklanjanje necistoca iz uzorka prije separacije na samoj koloni (tablica 2).

Separirani peptidi detektirani su pomoc¢u instrumenta ESI SYNAPT G2-Si. Analiza
peptida provedena je u pozitivnom nacinu rada instrumenta s parametrima navedenim u
tablici 3. Tijekom analize uzoraka koriSten je stalni protok leucin-enkefalina (1 ng/uL, protok
0,4 pL/min, [M + H]" = 556.2771 Da) s ciljem korigiranja to¢nosti masa. Za procesiranje
dobivenih podataka koristen je Protein Lynx Global Server verzija 3.0.1 (Waters, Milford,

MA, SAD) s parametrima navedenim u tablici 4.
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Tablica 2. Parametri predkolone i kolone

Vrijeme Protok

| | 9 | 9
(min) | @Lmny) | A %
PREDKOLONA
i i i
0-60.00 | 1.000 | 99.0 | 1.0
KOLONA
T T T
podetak i 1.000 i 99.0 i 1.0
0.10 i 1.000 i 99.0 i 1.0
40.00 ! 1.000 ! 50.0 ! 50.0
52.00 1.000 1.0 99.0
54.00 1.000 99.0 1.0
Tablica 3. Parametri separacije
Mode MSE, positive
Mass 50 — 3000 Da
Lock Spray Configuration:
Reference Scan Frequency 60.000 s
Reference Cone Voltage 40.000 V
Reference Trap Collision Energy | 4.000
Experimental Instrument Parameters:
Capillary 3.5000 kv
Source Temperature 50°C
Sampling Cone i 40.0000
Desolvation Temperature 150°C
Nanoflow Gas Pressure 1.0 bar
Nebuliser Gas Flow i 6.5 bar
Trap Collision Energy 4.0
Transfer Collision Energy 4.0
MS/MS Scan Time 1.0
Run Time I 60.0
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Tablica 4. Parametri koriSteni za procesiranje dobivenih podakata pomoc¢u ProteinLynx

Global Server

SwissProt C.albicans

Databank Uniprot C.albicans
SwissProt
Peptide Tolerance Automatic
Fragment Tolerance Automatic
Min Fragment lon Matches per Peptide 3
Min Fragment lon Matches per Protein 7
Min Peptide Matches per Protein 1
Maximum Protein Mass 250000 Da
Primary Digest Reagent Trypsin
Secondary Digest Reagent None
Missed Cleavages 1

Variable Modifier Reagents

Deamidation N
Deamidation Q
Dehydration ST

False Discovery Rate

4%

Monoisotopic or Average

Monoisotopic

Peptide Charge 1+
Instrument Type ESI-QUAD-TOF
ProteinLynx — processing parameters

Chromatographic Peak Width Automatic
MS TOF Resolution Automatic
Lock Mass for Charge 1 556.2771 Dale
Lock Mass Window 0.25 Da
Low Energy Threshold 135.0 counts
Elevated Energy Threshold 30.0 counts
Intensity Treshold 750.0 counts
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3.2.5. Bioinformatic¢ka analiza MS/MS spektara novorazvijenom metodom baziranom na LSI

U ovom radu provedeno je testiranje brze, jeftine, selektivne i reproducibilne analiticke
metode za odredivanje aminokiselinskog slijeda (triptickih) peptida u proteomskim
analizama, koja u konacnici ima aplikaciju kao brze, jednoznacne i uc¢inkovite metode
identifikacije mikroorganizama bazirane na spektrometriji masa. Kako upravo interpretacija
spektara ima jednu od klju¢nih uloga, glavni je naglasak na razvoju novih bioinformatic¢kih

algoritama za pretrazivanje stalno rastucih bioloskih baza podataka.

Klasi¢ne medicinsko mikrobioloske metode danas su najzastupljenije u identifikaciji
mikroorganizama, medutim te metode imaju i svojih ograni¢enja. Njihovo znacajno
ogranic¢enje lezi u uzgoju mikroorganizama i posljedicno tome vremenu koje je potrebno za
njihovu identifikaciju. Kombinacijom visoko osjetljivog tandemnog spektrometra masa s, na
Prehrambeno biotehnoloskom fakultetu razvijenim inovativnim ekspertnim sustavom za brzu
i toCniju analizu aminokiselinskog slijeda peptida, moguée je detektirati vrstu/soj
mikroorganizma analizom peptidnog ,,otiska prsta® bez prethodnog uzgoja. Sve postojece
metode, ukljucujuéi ProteinLynx Global Server obraduju svaki snimljeni spektar zasebno, bez
obzira na to Sto potjeCu od jednog organizma. Ta ¢injenica uz konstantan porast baza
podataka dovodi do poteskoca. Prva poteSkoca lezi u samoj veli¢ini baza podataka proteina,
dok drugu predstavlja proces sparivanja 1 usporedbe brojnih zabiljezenih pogodaka sa ciljem
predikcije organizma. Sli¢ne poteSkoce nalazimo u domeni obrade pisanog teksta. U ovoj je
domeni takav problem elegantno rijeSiv metodama kao $to je Latentno semanti¢ko
indeksiranje (LSI).

LSI (engl. Latent Semantic Indexing, LSI) je metoda razvijena prvenstveno za analizu
nestrukturiranih  zbirki tekstova (Deerwester i sur., 1990). U okviru Kabineta za
Bioinformatiku PBF-a, ova je metoda prilagodena za analizu mikrobnih proteoma. U okviru
prilagodbe, proteomi su prikazani kao tekstualni dokumenti, a metoda ima za cilj pomocu
iS¢itanih fragmenata proteoma dobivenih MS2 analizom (MS/MS analizom) identificirati
odgovaraju¢i mikroorganizam. Klju¢na to¢ka u tom procesu je reprezentacija proteina tj.
pronalazak prikladne funkcije koja bi bila u stanju translatirati proteinsku sekvencu u nesto
nalik rije¢i. U nedavnim istrazivanjima proteini su uspjeSno prikazani kao rijeéi tj. kolekcije
tripeptida (Couto i sur., 2007) i iskoriSteni za klasifikaciju proteina prema odgovaraju¢im
proteinskim porodicama. LSI je takoder uspjesno primjenjen za predikciju supstratne
specifi¢nosti kod enzima (Baranas$i¢ i sur., 2014). Metoda translacije proteina zasniva se na

kliznom prozoru duljine 3 aminokiselinska ostatka. Ovom metodom jedan protein daje tri
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znakovna slijeda koja se spajaju u jedinstvenu ,,reenicu“. Primjerice peptid AIDGEKKL
prikazujemo kroz tri slijeda, a to su: [AID, GEK], [IDG, EKK] i [DGE, KKL] ¢ime se koriste
sve raspolozive kombinacije. Drugi parametri koji utjeCu na uspjesnost metode su redom:
raspon masa koje uzimamo u analizu, broj opazenih iona visokog intenziteta, podrucje spektra
u kojem se nalazi kandidat za -b odnosno -y seriju iona, dozvoljeno odstupanje od teoretski
izraCunate mase i znaCajna vrijednost kosinusa kao mjere poklapanja sa proteinom iz

pretrazive baze podataka (tablica 5).

Tablica 5. Parametri koristeni za bioinformati¢ku analizu na bazi LSI

PARAMETAR VRIJEDNOST
Broj slijedova 3
Broj aminokiselina u prozoru 3
Minimalna masa 800.0 Da
Min Maksimalna masa 4 200.0 Da
Ukupan broj b i y iona 20
Analizirana podrucja spektra 5
Dozvoljeno odstupanje 0.1 Da
Vrijednost kosinusa 0.35

3.2.6. Genska ontologija

Projekt genske ontologije (engl. gene ontology, GO) omogucuje upotrebu kontroliranih
rjeCnika precizno definiranih pojmova, koji prezentiraju svojstva gena i njihovih produkata
(Gene ontology Consortium, 2001). U okviru ovog projekta razvijena su tri rje¢nika odnosno
ontologije u kojima su definirani pojmovi koji opisuju kojoj stani¢noj komponenti pripada
genski produkt (engl. cellular component), u kojem bioloskom procesu sudjeluje (engl.
biological process) i koja mu je molekularna funkcija (engl. molecular function). Svi pojmovi
koji se koriste u rje€nicima mogu se primijeniti na sve bioloske organizme te se neprestano

nadograduju. Svaki od tih pojmova povezan je s jednim ili viSe drugih termina u istom ili u
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drugom rje¢niku. Cilj ontologije gena je poboljsati anotacije za sve gene i to¢no odrediti sve
poznate informacije od sekvence DNA, proteinskog produkta pa do potencijalne funkcije
pojedinog gena.

Dio projekta genske ontologije (GO projekt) je i PANTHER Klasifikacijski sustav (engl.
Panther ANalysis Through Evolutionary Relationships, PANTHER), slozeni sustav koji
objedinjuje funkcije gena, ontologiju, metabolicke puteve i alate za provodenje statistickih
analiza koji omogucuju publici istrazivanje gena u Sirokim mjerilima, istrazivanja u
proteomici i ekspresiji gena (Mi i sur., 2013). Sastavljen je od tri funkcionalna modula. Prvi
modul jest baza podataka koja sadrzi sve gene, koji kodiraju za proteine, iz 82 organizma. Ti
geni su organizirani prvo u porodice na temelju homologije sekvenci, a potom u potporodice
na temelju zajednickih funkcija. Drugi modul su PANTHER putevi. Modul sadrzi 176 puteva,
odrzavanih od strane stru¢njaka, koji su povezani s pojedinim proteinima u proteinskim
bazama podataka te statistickim modelima i informacijama o filogenetici. Tre¢i modul ¢ine
bioinformaticki alati koji pruzaju Kkorisnicima vizualizaciju, analizu i interpretaciju
eksperimentalnih podataka (Thomas i sur., 2006).

Za analizu genske ontologije koristen je jedan od PANTHER alata za statisticku analizu

podataka uz parametre navedene u tablici 6.

Tablica 6. Parametri koristeni za analizu genske ontologije

Analysis Type PANTHER Overrepresentation Test

Annotation Version PANTHER version 10.0

Analyzed List candida_ESI_proteins.txt (Candida

albicans)

Reference List Candida albicans (all genes in
database)

Annotation Data Set PANTHER GO-Slim Biological
Process
Bonferroni correction True
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu usporeden je novorazvijeni alat za analizu spektara peptidnih fragmenata,
koji se oslanja na LSI, s komercijalnim alatom ProteinLynx Global Server s ciljem
identifikacije vrste odnosno soja mikroorganizma. Pritom je, kao radni mikroorganizam,
koriSten kvasac Candida albicans SC5314 uzgajan na Sabouraudovom bujonu. Rezultati
odredivanja vrste prikazani su slikama 7-9. Rezultati pretrage proteoma kvasca Candida
albicans SC5314 prikazani su u tablici 9.

Provedena je i analiza ontologije gena putem alata javno dostupne platforme PANTHER s
ciljem odredivanja zastupljenosti pojedinin GO pojmova unutar skupina gena koji su bili
eksprimirani u trenutku uzorkovanja stanica ispitivanog mikroorganizma. Rezultati analize

genske ontologije prikazani su na slikama 10 i 11.
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4.1. ODREDIVANJE VRSTE
4.1.1. Odredivanje vrste mikroorganizma koristenjem programa ProteinLynx Global Server

Nakon digestije proteina tripsinom, dobiveni peptidi analizirani su UPLC-MSE pristupom
pri ¢emu je identifikacija proteina provedena pretragom baza podataka. Pretrazni program
pritom koriSten je ProteinLynx Global Server (PLGS). Pretrazena je SwissProt baza podataka
za kvasac Candida albicans te je identificirano 137 proteina. Kako bi se ispitala u¢inkovitost
ovog programa za odredivanje vrste, pretrazene su jo§ UniProt baza podataka za kvasac
Candida albicans te cijela SwissProt proteinska baza podataka (tablice u prilozima).
Usporeden je broj identificiranih proteina pronadenih za ispitivani mikroorganizam U

pretrazivanim bazama podataka te su rezultati prikazani na slici 7.
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Slika 7. Broj pronadenih proteina za Candida albicans SC5314 u pretraZzenim bazama
podataka

Iz slike je vidljivo da je najveéi broj proteina koji pripadaju kvascu Candida albicans
SC5314 dobiven prilikom pretrage SwissProt baze podataka za Candida albicans. Pritom je

pronadeno 89 proteina koji pripadaju ispitivanom mikroorganizmu dok su, unutar SwissProt
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baze podataka, pronadena 62 proteina koji pripadaju kvascu Candida albicans SC5314.

Najmanje proteina pronadeno je u UniProt Candida albicans bazi podataka.

S obzirom na podruéja pretrage tih baza podataka (tablica 7), rezultati nisu u skladu s
oc¢ekivanjima jer je program rezultirao manjim brojem proteina u Uniprot Candida albicans
bazi podataka koja ima uze podrucje pretrage u odnosu na Swissprot bazu podataka. Unutar
Swissprot baze podataka pretrazene su proteinske sekvence unutar 5534 vrste, dok je podrucje
pretrage u Uniprot Candida albicans puno uze; pretrazuju se proteinske sekvence samo unutar

baze podataka za kvasac Candida albicans ¢ije je podrucje pretrage 92 soja.

Tablica 7. Broj proteinskih sekvenci u bazi podataka (pristupljeno travanj, 2016)

Baza podataka

Broj proteinskih sekvenci

Broj vrsta/sojeva

SwissProt Candida albicans 1402 92 soja
UniProt Candida albicans 159 068 92 soja
Swissprot 550 960 5534 vrste

Rezultati su pokazali da takav programski alat mora znati to¢no §to pretrazuje te nije
prikladan alat za odredivanje vrste odnosno Ssoja mikroorganizma. Prilikom pretrage
Swissprot Candida albicans proteinske baze podataka dao je pozitivne rezultate jer je
pronasao najveci broj proteina za analizirani mikroorganizam Candida albicans SC5314.
UspjeSnost identifikacije mikroorganizama limitirana je veli¢inom pretrazivane baze podataka

proteinskih sekvenci.
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4.1.2. Odredivanje vrste mikroorganizma novorazvijenom metodom baziranom na LSI

Na slikama 8 i 9 prikazani su rezultati odredivanja vrste na temelju analize MS/MS
spektara (MS2 spektara) dobiveni koriStenjem programskog alata razvijenog u Kabinetu za

Bioinformatiku.

Nakon analize proteina UPLC-MSE pristupom, dobiveno je 124 268 MS2 spektara. Od tih
124 268 spektara, 3000 MS2 spektara odabrano je na temelju intenziteta MS1 spektara.
Intenzitet predstavlja funkciju koncentracije i sposobnosti peptida da primi naboj, pokazuje
koliko je MS2 spektar relevantan. Zbog toga se za daljnju analizu odabiru samo oni peptidi
koji su najbolje primili naboj i koji su znacajni za stanicu te je iS€itan njihov slijed
aminokiselina.

Nakon toga pretrazena je Genbank nr baza podataka (engl. non redundant) koja sadrzi sve
tripsin digeste razvrstane po proteinima i vrstama. Pretragom tako kreirane interne baze
podataka dohvacaju se sve taksonomske grupe kojima ti slijedovi pripadaju, inicira se
takozvani ,,Broja¢ vrsta®, Kada se analizom MS2 spektra dobije proteinski slijed koji pripada
odredenoj vrsti, pripadaju¢em brojacu za tu vrstu povecava se vrijednost za 1. Ona vrsta ¢ija

je vrijednost brojaca bila najveca odabire se kao vrsta koja se odreduje.

Candida i 20

Candida albicans 112

0 20 40 60 80 100 120
broj MS2 spektara

Slika 8. Odredivanje Candida albicans vrste pomo¢u MS2 analize i pretrage ,,nr* baze

podataka
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Na slici 8 vidljivo je da je daleko najveéi broj spektara pronaden za vrstu Candida
albicans. Na nivou soja, 67 spektara odgovaralo je soju kvasca Candida albicans SC5314
(slika 9). Rezultati upucuju na to da je ispitivani soj bio Candida albicans SC5314.

Candida maltosa Xu316 h 14
Candida tropicalis MYA-3404 ﬁ 16
Candida dubliniensis CD36 ﬁ 39
Candida albicans ﬁ 45

30 40 50 60 70
broj MS2 spektara

(=)
=
(=)
]
(=

Slika 9. Odredivanje soja Candida albicans SC5314 pomoc¢u MS2 analize i pretrage ,,nr*

baze podataka

Dodatna provjera identifikacije vrste provedena je pretragom MS1 spektara. Ako je na
osnovu MS2 spektara prethodno to¢no odreden soj, pretraga MS1 spektara trebala bi
rezultirati ve¢im brojem potvrdenih MS1 spektara za kvasac Candida albicans SC5314 u
odnosu na broj MS1 spektara za kvasac Candida dubliniensis.

Tablica 8. Rezultati pretrage MS1 spektara

Vrsta Veli¢ina Broj potvrdenih | MS1 proteom
proteoma MS1 spektara postotak (%)

Candida albicans

SC5314 43210 7251 16,8

Candida

dubliniensis 11899 44 0,37
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U tablici 8 prikazan je broj potvrdenih MS1 spektara za kvasac Candida albicans SC5314
i Candida dubliniensis te je usporeden postotak dobivenog proteoma na osnovi MS1 spektara.
Vidljivo je da je broj potvrdenih MS1 spektara za kvasac Candida albicans znacajno veéi u
odnosu na kvasac Candida dubliniensis i to je dodatna potvrda da je ovom metodom to¢no

odreden soj.

4.2. ANALIZA PROTEOMA

Nakon §to je metodom, koju koristi ,,Broja¢ vrsta®“, potvrdeno da je u uzorku bio prisutan
kvasac Candida albicans SC5314 suzava se podrudje pretrage te je pretrazen proteom samo te
vrste Cijom je pretragom dobiveno 54 proteina potvrdena MS2 spektrima, S najveéim
vrijednostima kosinusa, u usporedbi s peptidima iz pretrazivane baze podataka (GenBank nr),
odnosno 757 proteina potvrdena MS2 spektrima, nakon utvrdivanja vrste i spustanjem
vrijednosti kosinusa na jos uvijek relevantnih 0,35.

U tablici 9 prikazani su proteini potvrdeni pretragom MS2 spektrima. Prikaz dobivenih
proteina potvrdenih MS2 spektrima, nakon spustanja vrijednosti kosinusa na 0,35, nalazi se u

prilozima.
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Tablica 9. Proteini dobiveni pretragom proteoma Candida albicans SC5314 i potvrdeni MS2 spektrima

Ime proteina identificirani tripsinski digesti Vrijednost kosinusa

conserved hypothetical protein RDDFFDDFWK 0,655023
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, type I, partial AGILLSPTFVK 0,506038
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase VPTTDVSVVDLTVR 0,58183
RecName: Full=Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase LISWYDNEYGYSTR 0,479309
conserved hypothetical protein YFVGFDDNVK 0,465357
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase IISNASCTTNCLAPLAK 0,539423
RecName: Full=Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase YKGEVTASGDDLVIDGHK 0,467038
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase type 2 TASGNIIPSSTGAAK 0,624896
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase SGVDYVIESTGVFTK 0,648411
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase AASYEEIAQAIK 0,569182
DEHA2G14058p EALDLIMDAIDK 0,678204
RecName: Full=Enolase; AltName: Full=2-phospho-D-glycerate hydro-lyase; AVANVNDIIAPALIK 0,581644
AltName: Full=2-phosphoglycerate dehydratase

translation elongation factor 1a TLLEAIDAIEPPTRPTDKPLR 0,535668
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, type I, partial DIEVVAVNDPFIAPDYAAYMFK 0,682683
2-phospho-D-glycerate hydro-lyase, putative; 2-phosphoglycerate dehydratase, LGANAILGVSLAAANAAAAAQGIPLYK 0,538769
putative; enolase (1), putative

hypothetical protein Ca019.3997 IVGLSDLPEVFK 0,623176
enolase 1 IGSEVYHNLK 0,510705
conserved hypothetical protein TLAETAQEYVEVAK 0,479796
conserved hypothetical protein SSTFHSNLK 0,465335
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Tablica 9. Proteini dobiveni pretragom proteoma Candida albicans SC5314 i potvrdeni MS2 spektrima (nastavak)

Ime proteina Identificirani tripsinski digesti Vriijednost kosinusa

fructose-bisphosphate aldolase DALYTSPETVFAVYESLHK 0,537782
enolase IQIVGDDLTVTNPTR 0,661362
protein SNO4 TGVFVVEALHPFEVFR 0,585723
hypothetical protein Ca019.8442 DDFFDDFWK 0,578446
conserved hypothetical protein AAEYVSGVVTGATEGAK 0,549642
pyruvate decarboxylase LIEETQFPVFTTPMGK 0,606749
hypothetical protein Ca019.10395 IDLSLHPNDPESQTEVIETVEK 0,581439
hypothetical protein Ca019.11135 DGEIFLLENLR 0,4666

alcohol dehydrogenase 1 IPAGTDLANVAPILCAGVTVYK 0,603762
heat shock protein 31, putative; probable chaperone protein Hsp31 homologue GGVVSAVCHGPAIFENLNDPK 0,499338
Pgklp TIVWNGPPGVFEFEK 0,588924
hypothetical protein Ca019.10395 ISTVGELNDLFADK 0,593518
phosphoglycerate kinase MPIGDSLFDEAGAK 0,565836
conserved hypothetical protein RDDFFDDFWK 0,527553
hypothetical protein Ca019.3160 INEAITPESEK 0,584664
hypothetical protein Ca019.8442 YGAGAGHPHR 0,541627
YALIOD22352p TTPSFVAFTDTER 0,517202
Heat shock protein SSA1, partial SINPDEAVAYGAAVQAAILTGDTSSK 0,457149
29 kDa IgE-binging protein ITGFTDIGEDILGVTDIMK 0,704386
RecName: Full=Elongation factor 1-beta; Short=EF-1-beta SIVTLDVKPWDDETDLDELLTNVK 0,509135
enolase HIANISNAK 0,661487
Phosphoglycerate mutase 1 YADVDPAVVPLTESLALVIDR 0,687526
Malate dehydrogenase, mitochondrial precursor VAVLGAGGGIGQPLSLLLK 0,49644
Hypothetical protein SPAPDRAFT_67925 GISELGIYPAVDPLDSK 0,517796
Heat shock protein 60, mitochondrial precursor GEFTDMIAAGIIDPFK 0,507723
Retrotransposon Tca2 gag protein YFHVAYPDVLEFLLDYNPK 0,560077
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Tablica 9. Proteini dobiveni pretragom proteoma Candida albicans SC5314 i potvrdeni MS2 spektrima (nastavak)

Ime proteina Identificirani tripsinski digesti Vrijednost kosinusa
Elongation factor 3 DVQTAASDALLAIASAITPTAVK 0,488324
hypothetical protein SAADIVFLAPGLSAIIDALK 0,494499
conserved hypothetical protein AVGSNVPDNQK 0,498885
hypothetical protein Ca019.12088 APVGNPEGADKPNKK 0,454749
proteinase DGYEFDIIPGEDYSDSDDDEDDSDTR 0,517342
conserved hypothetical protein IPQRPPK 0,495066
potential GPI-protein transamidase complex subunit LGLVPKAIAILPR 0,585619
hypothetical protein Ca019.8766 LLLSLLLSLLLLLLLKK 0,504549
potential Pip2-like fungal zinc cluster transcription factor VIWLLIK 0,600669
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4.3. ANALIZA GENSKE ONTOLOGIJE

Kao $to je prethodno receno, svrha genske ontologije je omoguciti §to bolju analizu i uvid
u generalne bioloske mehanizme u koje su pojedini geni ukljuceni te omoguciti istrazivacki
pristup na razini sustavne biologije.

Na slici 10 prikazani su rezultati analize genske ontologije proteomski identificiranih
proteina prema kriteriju molekularne funkcije, dobiveni putem PANTHER alata za
funkcionalnu Klasifikaciju.
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Slika 10. Analiza genske ontologije proteomski identificiranih proteina prema kriteriju

molekularne funkcije

Analizom MS2 spektara identificirano je 757 proteina. Genska ontologija pokazuje
raspodjelu tih proteina prema njihovoj molekularnoj funkciji. Proteini koji obavljaju
kataliticke funkcije u stanici poput hidrolaza, oksidoreduktaza i transferaza pokazali su se,
prema kriteriju molekularne funkcije, kao najvise zastupljena skupina proteina.

Takoder su bili visoko zastupljeni i proteini koji sudjeluju u procesima vezivanja u stanici

poput DNA i RNA binding proteina, transkripcijskih faktora te nukleotidno vezanih proteina.
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Za odredivanje znacajne zastupljenosti pojedinih funkcionalnih pojmova (GO pojmova), a
time i zastupljenosti skupina gena i njihovih produkata u analiziranim stanicama kvasca
Candida albicans SC5314 koristen je ,overrepresentation test temeljen na binomnoj
razdiobi. Ulazna lista koju su ¢inili GI brojevi (engl. gene identifier, GI) proteina
identificiranth MS/MS analizom usporedena je s referentnom listom koju je ¢inio referentni
genom kvasca Candida albicans (ukupan broj gena u PANTHER bazi podataka za kvasac
Candida albicans).

B DNA metabolic process(GO:0006259)
B DNA repair(GO:0006281)
DMNA replication{GO:0006260)
RMNA metabolic process{GO:0016070)
biological regulation{G0O:0065007)
M carbohydrate metabolic process(G0:0005975)
cell cycle(GO:0007049)
cellular amino acid metabolic process{GO:0006520)
M cellular component organization or biogenesis(G0:0071840)

M cellular component organization(GO:0016043)

M cellular process(GO:0009987)

M chromatin organization(GO:0006325)

M generation of precursor metabolites and energy(GO:0006091)
M homeostatic process(GO0:0042592)

M metabolic process(G0:0008152)

M monosaccharide metabolic process(G0:0005996)

M nitrogen compound metabolic process(G0:0006807)

Candida albicans (referent)

M nuclecbase-containing compound metabolic process{G0:0006139)
organelle organization(G0:0006996)
phosphate-containing compound metabolic process{G0:0006796)
B primary metabolic process(GO:0044238)
protein metabolic process{G0:0019538)
regulation of biological process(G0:0050789)

B regulation of translation(GO:0006417)

M transcription from RNA polymerase II promoter(GO:0006366)
M transcription, DNA-dependent(GO:0006351)

M translation(G0:0006412)

Candida albicans SC5314

Slika 11. Zastupljenost pojedinih bioloskih procesa u stanici kvasca Candida albicans
SC5314 (u odnosu na referentni genom kvasca Candida albicans)
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Rezultati analize genske ontologije pokazali su znaCajnu zastupljenost GO pojmova,
prikazanih na slici 11, podijeljenih prema bioloskoj funkciji. U tim prikazanim znacajno
zastupljenim bioloskim procesima vidljiva je i veca zastupljenost detektiranih gena u odnosu
na broj gena koji bi se ofekivao za taj bioloSki proces (engl. expected value, rauna se u
odnosu na referentnu listu).

Najvecu zastupljenost pokazali su geni koji kodiraju za proteine uklju¢ene u homeostatske
procese, metabolizam monosaharida, popravak i replikaciju DNA, stani¢ni ciklus te
organizaciju kromatina.

Iz rezultata se moze zakljuciti da su, u trenutku uzorkovanja, stanice kvasca bile u
eksponencijalnoj fazi rasta i nisu bile izlagane nikakvim stresnim uvjetima. Stanice su rasle na
bogatoj hranjivoj podlozi koja je sadrzavala glukozu kao izvor ugljika te peptone kao izvor
dusika. Kvasac je metabolizirao glukozu kao primarni izvor ugljika i energije, zbog Cega je
vidljiva veca =zastupljenost gena koji kodiraju za proteine ukljuene u metabolizam
monosaharida odnosno u proces glikolize.

Eksponencijalna faza rasta karakterizirana je konstantnim rastom stanica i visokim
stupnjem dobivanja energije. Stanice se prilikom faze rasta dijele, dolazi do replikacije DNA,
transkripcije 1 reorganizacije kromatina pa je potrebna veca ekspresija gena koji kodiraju za
proteine koji sudjeluju u tim procesima (DNA vezujuci proteini, histoni, transkripcijski
faktori).

4.4, DOPRINOS I OCEKIVANA PRIMJENA ISTRAZIVANJA

Glavno istrazivacko pitanje na koje ovaj diplomski rad nastoji dati odgovor jest postoji li
moguénost jednoznacnog odredivanja vrste/soja mikroorganizama na temelju analize
proteoma putem spektrometrije masa i raCunalne obrade snimljenih spektara. Rezultati
proizisli iz ovog rada ukazuju na to da postoji.

Konkretno, u okviru ovog diplomskog rada, provjeravana je potpuno nova metoda
detekcije vrste pa Cak i sojeva mikroorganizama pomocu tandemne spektrometrije masa i
novorazvijenog racunalnog sustava. Ciljani krajnji korisnici ove metode nalaze se u Klinici,
veterini 1 svim ostalim ustanovama 1 laboratorijima za koje je vaZzno analizirati mikrobni
sastav bilo da je rije¢ o prehrambenoj namirnici ili tkivu. Dosadas$nji postupci uglavnom se

oslanjaju na uzgoj na selektivnim podlogama i u odnosu na ovu tehnologiju znatno su sporiji
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1/ili nedovoljno precizni, stoga bi ova metoda mogla dovesti do poboljSanja u ustaljenoj praksi
kao 1 znacajnih usteda.

U usporedbi s postoje¢im bioinformati¢kim platformama, uoceno je da ne postoji
adekvatno rjeSenje koje bi omogucavalo koriStenje bez prethodnog suzavanja podrucja
pretrage, dok se rjeSenje razvijeno u Kabinetu za bioinformatiku moze koristiti i na najve¢im

bazama kao Sto je Genbank nr i bez ikakvog prethodnog znanja o analiziranom uzorku.
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5. ZAKLJUCCI

1. ProteinLynx Global Server nije prikladan alat za odredivanje vrste mikroorganizama;
uspjesnost identifikacije mikroorganizama uvelike ovisi o veli¢ini pretrazivane baze podataka

proteinskih sekvenci.

2. Metodom koja je razvijena u Kabinetu za Bionformatiku uspjesno je odredena vrsta

odnosno soj analiziranog mikroorganizma.

3. Analiza proteina rezultirala je 54 proteina potvrdena MS2 spektrima uz pomo¢ kojih je
nedvojbeno potvrdeno da je kod analiziranog uzorka bilo rije¢ o kvascu Candida albicans
SC5314. Nakon dobivene potvrde, spusStanjem vrijednosti kosinusa na 0,35 dobiveno je

ukupno 757 proteina kvasca Candida albicans SC5314 potvrdenih MS2 spektrima.

4. Analiza genske ontologije na temelju potvrdenih 757 proteina i usporedbe s referentnim
genomom kvasca Candida albicans ukazuje na zastupljenost bioloskih procesa i pripadaju¢ih
gena koji ukazuju na normalne metabolicke aktivnosti (kvasac nije bio izlagan stresu i

analiziran je u fazi rasta).
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7. PRILOZI

Svi navedeni prilozi ukljucujuéi i cjelovit tekst Diplomskog rada (Diplomski rad SU.pdf)
nalaze se na presnimljivom kompaktnom disku (CD-R) pod nazivom ,.Diplomski rad SU:
PRILOZI*.

Na disku se nalaze slijedeci podaci:

1. Rezultati identifikacije proteina putem PLGS alata
» Candida albicans_PLGS.xIsx
e Sheet 1: SwissProt
e Sheet 2: SwissProt Candida albicans

e Sheet 3: Uniprot Candida albicans

2. Proteini dobiveni pretragom proteoma Candida albicans SC5314 i potvrdeni MS1
spektrima

» Candida_proteins_new.xlsl

3. Cjeloviti rezultati analize genske ontologije (,,overrepresentation test™) i ulazna lista
pritom koriStena
» PANTHER overrepresentation test.xlsx
» Candida_ESI_proteins.txt



